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To show the usefulness of pressure for a reagentless denaturant of proteins and other 
macromolecules， alimited proteolysis of bovine serum albumin w槌 doneby thermolysin 
under伽 atedpressure (3000 atm)組 da uniquely digested polypeptide fragment was 
obtained. The amino acid analysis， polyacrylamide electrophoresis and C-terminal anal-
ysis showed that the nicking point is Lys412-Va1413， which is a hydrophilic region 
surrounded by hydrophobic ones and normally (under atmospheric pressure) buried in 
the depth of the protein. 
1. はじめに
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タンパク質は、高い圧力により変性や相互作用の変化をきたすことが知られており、最近では
食品加工や殺菌プロセスに圧カを利用することが盛んに研究されている。 υ われわれは、より基
礎的な樹面での酵素・タンパク質における圧力の利用を考え、たとえば圧力を酵素反応の制御因子
としてあるいはタンパク質の変性剤として利用することを試みてきた。ト制 圧力を変性剤として
利用することには、通常用いられる化学的変性剤とは異なり処理後に変性期jの除去操作が要らない
という大きな利点がある.ここでは、変性状態でタンパク質をタンパク質分解酵素(プロテアーゼ)
によって限定分解することに関する基礎的な検討を行った結果について報告する.
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2. 実験
対象とするタンパク質には牛血清アルブミン (BSA)を取り上げた" BSAは血清中にあるタ
ンパク質の主要都を占め、分子量約6万2千の単純タンパク質であるが、一次構造などいくつかの
性質がわかっており、中程度の大きさであり、良質純品が入手しやすく、常圧常温下ではプロテア
ーゼ作用を受けにくい、などの理由から選択した。
まず、 BSAにサーモライシン (TLN:大和化成製)あるいはトリプシン(シグマ社製)を示
された重量比で作用させ、数時間反応させたあと反応を停止して SDSー ポリアクリルアミドゲル
電気泳動によって分解の様子を観察した.目視の他、ゲルスキャニングデンシトグラム(Beckmann 
DU-60分光光度計)によって解析した。プロテアーゼフラグメントのゲルからの回収は再泳動法に
よった.高圧下での反応は反応溶液をポリプロピレン製のキュベットに分取し、高圧試験カプセル
{山本水庄工業所襲、 Hyprex C-7000-19-1)にて所定の圧力にまで印加することにより行った。蛍
光測定は目立製800型分光蛍光光度計により、吸光度測定は日本分光UVIDEC610Cにより、またアミノ
酸分析は島津製LC6A-FLD-6Aアミノ酸分析システムによった o C末端分析にはカルボキシベプチダー
ゼy (オリエンタル酵母工業製)を使った。
3. 結果
図1はBSAを各種条件下でTLNで分解したときの結果をゲルスキャニングデンシトグラムに
したものである"3000気圧のもとで小量の酵素で分解すると分子量45k-50kのあたりに
バンドが出現する。常庄では長時間の反応でもこのようなフラグメントは出現せず、また酵素量の
増加は非限定的な分解を促進するのみであった。いずれの条件でも、 BSAの高次会合物と思われ
る高分子量のピークが酵素分解により減少しているが、 45k-50kにおけるバンドの出現はそ
れとは様相が異なっている。
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Fig.l. PAGE profiles of Thermo-
lysin hydrolysate of BSA under 
varlous pressures. 
1.5; Intact. 
2.6; digested with 1/8000 enzyme 
3.7; digested with 1/2000 enzyme 
4;8; digested with 1/500 enzyme 
1-4. at 3000a tm.ち-8，at 1 at皿.
at pH 7 and 350C. 
181 
福田らは加圧下においてTLNの低分子基質に対する活性が10倍以上になることを報告してい
るが、引 ここで得られたBSAの特徴的な分解が何によるものかを調べるために、無定型の高分
子牲基質として、熱処理BSA及びカゼインを用いTLNで1........4000atmの範囲で処理して
みた。一定時間後にトリクロロ酢酸処理した溶存画分の吸光度を示したのが表1である.これによ
ると、 TLNでは 1000気圧以上でむしろ活性が下がっており、比較として行なったズプチリシ
ンで3000気圧までは活性が上昇している結果と対照的である。従って図1の電気泳動の結果は、
圧力を上げることにより BSAのコンフォメーションが崩れTLNの活性低下を上回って限定的分
解が生じたものと考えらる。
Table 1 
Proteio 
Casein 
BSAOO 
Effect of Pressure 00 Proteolysis of Proteios by Proteases・
Protease 
Thermo lys i n 
Subtil isin 
Thermolysin 
Subtil isin 
1. 05 
0.60 
0.19 
O. 16 
1000 
1. 09 
0.88 
0.20 
0.24 
Pressure 
2000 
O. 72 
O. 73 
0.23 
O.ち
{atm} 
3000 
0.8ち
0.65 
0.16 
0.69 
4000 
O.ち1
0.48 
O. 14 
0.44 
o Absorbance at 2800m of TCA-叫 peroataotafter digestion with Q.lmg-
protease/l0mg-protein/ml at pH 6.5， 300C for 1 hr(C) or 3 hr(B). 
o Heat-denatured bovioe serum albumin. 
Table 2 
Procedure 
Control 
3M Urea 
6M Urea 
5000 atm 
Fluorescence Intensity of the Pressure-
or Denaturant-treated BSAO 
Conc. (mg/ml) 
1. 19 
1. 03 
1. 21 
0.89 
Fllll8x 
ち1.1
35.8 
15.6 
29.3 
Fl..x/Conc. 
42.6 
34.8 
12.9 
33.0 
Incubated under the indicated conditions for 
24hrs at 40C.λext =280nl1， λ8II=3300m. 
表2はBSAの圧力変牲の様子を、変性処理錘の蛍光強度の変化によって調べたものである o B 
SAは不可逆変性させることによって蛍光強度が低下することが知られているが、加圧処理では比
較として行なった6M尿棄処理ほど蛍光強度が下がっておらず、麓分かの不可避的変性が混在して
いるが、かなり可逆的な変性が生じているといえる.但しこの方法では加圧主での変牲の状況は把
握できない。
TLNで分解処理後のBSA溶液を電気泳動にかけたのち、 PAGEゲルから、 45k--50k
のバンド部分を切りとり、ゲルのまま加水分解してアミノ酸分析を行った結果が表3である.また、
切り取ったゲルから再電気泳動によってペプチドを回収し、カルポキシベプチダーゼYによる逐次
C末端分解を行い遊離アミノ酸をアミノ酸分析で同定することにより追跡した結果は、 C末端から
リジンーアルギニンの順になっていることを示した。
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Table 3 A.ino acid凶 alysisof the peptide frag.ent' 
A. A. Fouod Calcd" • 
Asx 
542162.-.8 ち5 2 
43 
Thr 
518 6 9 Ser 
Glx 
Pro 
4314 .9 0 
GcMAvI yaely s t e a l 14 3 4 9 17.2 
480.0  414 7 2 1 Leu 
TPHhyie s r 
ーーー
187.0  21 0 4 
LATryg s p 
16.5 
417 2 7 
• Average of 6 ruos. Nor.alized witb Ala=34. 
..Values expected for BSA 1-412. 
報告されている 6)BSAの一次構造は図2の様であるが、 C末端がリジンーアルギニンである、
分子量は45k.......50kであるなどの結果と矛盾しないのは412番目での切断である.ペプチド
フラグメント 1.......412の計算分子量は47400であり、 そのアミノ酸組成は表3の計算値の様であ
って、大きな矛盾は見られない.
???
???
2 
3 lj) 
?
?
?
?
??
6 
9 
Fi~ 2. Primary sequence of BSA 
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この412番目がBSAの中でどの様な環境にあるかを推定してみるために、 BSAの一次構造
における親水性および疎水性をKyte& Doolittle7)のHydropathylndexおよび Hoop& Woods8)の
Hydrophilicity Index によって示したわがそれぞれ図3、4である。これらの図から判断して、
加圧下でのTLN処理によって切断されたと思われる部分(↑)は、諒水性部分に閉まれた親水性
部分であり、普段(常圧で)は隠れている部分が圧力変性によって露出され、プロテアーゼの攻撃
を受ける様になったと考えられる。
4 ?
??????? ? ?
』 ? 、
?
-4 
1 100 200 300 400 500 582 
BSA(Sequence) 
Fig.3 Hydropathy profile7) of BSA 
14 
-14 
1 100 200 300 400 500 582 
BSA (Sequence) 
Fig.4 Hydrophilicity profile8) of BSA 
本報告で示したのは圧力を種々の処理を行うための変性手段として用いるきわめて初歩的・基礎
的な例であるが、今後、この様な特色を持つこの手法が多様な対象に応用されることが期待される.
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